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研究成果の概要（和文）：独自に構築したナノバブル生成システムにより様々なガスのナノバブルを高効率に生
成し、種々の培養系に適用できた。酵母や植物の細胞やプロトプラストを用いて種々検討した結果、プロトプラ
ストは細胞に比べて高い物質移動能やペリプラズムに蓄積する有用物質のフィードバック制御からの解放など、
優れた特性を有することが示唆された。プロトプラストはナノバブルに対する応答性が高い可能性が示唆され
た。ナノバブルを酵母や種々の植物の細胞やプロトプラストに作用させることで、様々な有用物質を効率的に生
産できた。また、バイオリアクターを構築すると共に、果実の追熟、微生物の不活化、果実表面の農薬除去など
幅広い利用性を提案できた。
研究成果の概要（英文）：The nanobubble generation system was originally developed. This system can 
generate nanobubbles of various gases with high efficiency. The generated nanobubbles could stably 
exist in different solutions and media. Various investigations using yeast, plants cells and 
protoplasts suggested that the metabolites biosynthesized by protoplasts were released into the 
culture broth, with the double benefits of increasing the overall productivity and facilitating 
downstream processing. Various nanobubbles enhance those phenomena. Application of nanobubbles to 
yeast, various plants cells and protoplasts resulted in efficient production of useful metabolites. 
The bioreactor capable of supplying nanobubbles was also developed. The nanobubbles can be also used
 for ripening of fruit, inactivation of microbes, removal of chemicals on fruit surface, etc.
研究分野：生物化学工学、細胞機能開発工学
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１．研究開始当初の背景 
 
 20世紀は微生物、植物などの細胞を用いた
有用物質生産の時代であったが、現在、細胞
を用いる従来の有用物質生産は頭打ちの状
態にあり、それを基本に発展してきた生物関
連産業は停滞し、閉塞状態にある。 
 本申請者は、この現状を打破する方法論の
確立を目指し、細胞に代わる有用物質生産の
新たな担い手として、細胞の細胞膜の外側に
ある細胞壁を除去したプロトプラストに注
目し、その機能解析をおこなうとともに、ナ
ノバブルを活用することで、プロトプラスト
機能を拡大し、有用物質生産へ応用すること
を考案した。さらに、ナノバブルの利用性の
拡大を試みた。 
 
２．研究の目的 
 
 20世紀は微生物、植物などの細胞を用いた
有用物質生産の時代であった。しかしながら
現在、細胞を用いる従来の有用物質生産法は
頭打ちの状態にあり、それを基本として発展
してきた生物（細胞）関連産業は停滞し、閉
塞状態にある。そのため、この現状を打破で
きる新たな方法論の確立が必要である。 
 申請者は、微生物や植物の細胞が有する細
胞膜の外側にある“細胞壁”を除去したプ
ロトプラストが有する優れた機能に注目し、
細胞に代わる有用物質生産の新たな担い手
として、プロトプラストの可能性について研
究を遂行してきた。 
 本研究では、これまで申請者が実施してき
た「プロトプラストによる有用物質生産研
究」および「培養用のナノバブルの効率的作
成システムの開発」を行う過程で見出した、
独自の現象を解析するとともに、有効活用し、
新規な有用物質の高速度生産システムの開
発を試みる。さらに、ナノバブルの新たな利
用展開についても検討をおこなう。 
 
３．研究の方法 
 
 微生物のモデルとして酵母（Saccharomyces 
cerevisiae）を実験に使用した。種々の条件下
で S. cerevisiaeの細胞とプロトプラストを培
養し、代謝産物総体の違いや培養特性などを
比較解析した。 
 植 物 の モ デ ル と し て ニ チ ニ チ 草
（ Catharanthus roseus）やイチイ（ Taxus 
cuspidata）の培養細胞（二酸化塩素を使用し、
高効率に誘導）やそのプロトプラストを作成
し、種々の培養実験や代謝産物の解析を行っ
た。 
 多孔性ガラス膜を装備したナノバブル生
成システムを独自に作製し、種々のガスのナ
ノバブルを作成した。コールターカウンター
を用いてナノバブルの粒径分布や個数の測
定をおこなった。 
 ナノバブルが微生物や植物の細胞、プロト
プラストの生理活性に及ぼす影響を、代謝産
物の挙動や培養特性に基づき解析した。 
 得られた知見を活用し、ナノバブルの供給
が可能なバイオリアクターシステムを設計、
構築した。 
 
４．研究成果 
 
 本研究で構築したナノバブル生成システ
ムを用い、ナノバブルの効率的な生成条件を
設定した結果、エチレンや酸素などの種々の
ガスのナノバブルを高効率で生成できた。コ
ールターカウンターを用いて、経時的にナノ
バブルの粒径分布や個数を測定し、その挙動
を把握した結果、生成したナノバブルは種々
の溶液や培地中で長期間、安定に存在してい
ることが確認された。 
 S. cerevisiae の細胞とプロトプラストを用
いて種々検討した結果、プロトプラストは細
胞に比べて高い物質移動能やペリプラズム
に蓄積する有用物質のフィードバック制御
からの解放など、優れた特性を有することが
示唆された。得られた知見を活用し、組換え
微生物が細胞内に生産した異種タンパク質
を蓄積してしまう問題の解決にプロトプラ
スト機能の適用を試みた。異種タンパク質の
モデルとしてクチナーゼを選択し、組換え酵
母プロトプラストを作成し、種々検討した結
果、細胞壁がクチナーゼ分泌の障壁になって
いることが示唆された。細胞壁を除去したプ
ロトプラストではクチナーゼが培養液中に
分泌生産され、全体の生産量も増大した。物
理的な強度に乏しいプロトプラストの脆弱
性を補うために、プロトプラストに人工細胞
壁を装着させることを考案し、種々検討した
結果、アルギン酸カルシウムカプセルでプロ
トプラストを包括し、培養条件を最適化する
ことで、攪拌振盪培養条件下でもプロトプラ
ストは破壊されることなく、良好にクチナー
ゼを分泌生産することが可能となった。さら
に、培養系に酸素ナノバブルを供給すること
により、クチナーゼ生産が促進した。 
 酵母プロトプラストをアルギン酸カルシ
ウムカプセル内に接種し、適切な培養条件を
設定し、培養したところ、カプセル内で細胞
壁成分が生産、蓄積され、細胞壁成分を高濃
度に含むカプセルを作成することができた。
さらに、培養系に酸素ナノバブルを供給する
ことにより、細胞壁成分の生産が促進した。
生産された細胞壁成分は植物細胞や動物細
胞に対し優れた生理活性を示した。 
 以上、得られた知見を活用し、種々のバイ
オリアクターを構築した。 
 
 植物のモデルとして、ニチニチ草とイチイ
の培養細胞とプロトプラストを用いて種々
検討したところ、細胞に比べてプロトプラス
トは高い物質移動能およびペリプラズムに
蓄積する有用物質のフィードバック制御か
らの解放など、優れた特性を有することが示
された。 
 エチレンナノバブルおよび酸素ナノバブ
ルを含む培地でニチニチ草とイチイの培養
細胞やプロトプラストを培養した結果、コン
トロールと比べてアジマリシン（血圧降下作
用を有するインドールアルカロイド）やパク
リタキセル（抗癌作用を有するタキソイド系
化合物）の生産量が顕著に増大した。特に、
今回、使用したニチニチ草とイチイのプロト
プラストではナノバブルによる有用物質の
生産促進効果ならびに細胞外への分泌生産
は細胞に比べて 10 倍以上の高い値を示した
（プロトプラストは細胞に比べて各種ナノ
バブルに対する感受性が高い傾向を示した）。 
 さらに、エリシターであるメチルジャスモ
ン酸（MeJA）とエチレンナノバブルや酸素ナ
ノバブルを含む培地を使用し、培地交換を行
いながら細胞やプロトプラストを培養した
結果、アジマリシンやパクリタキセルの生産
が増大した（アジマリシン＝約 50 mg/L、パ
クリタキセル＝約 40 mg/L）。また、細胞の
培養系では検出されなかった複数の代謝産
物がプロトプラストの培養系でみられた（化
合物の同定については現在検討中）。 
 以上、得られた知見を活用し、種々のバイ
オリアクターを構築した。また、スケールア
ップした植物培養系において雑菌汚染の早
期発見の必要性が生じ、種々検討する過程で、
エンドトキシンの高感度、迅速測定法を開発
し、その有用性を示した。 
 
 ナノバブルの利用性の拡大を目指し、エチ
レンナノバブルを含む水溶液を植物の種子
に噴霧したところ、エンドウの種子の発芽を
著しく阻害した。一方、カイワレ、ニチニチ
草、レタスの種子に対しては顕著な発芽促進
効果が認められた。 
 産業界においてエチレンガスを使用して
果実追熟をおこなっていることに着目し、エ
チレンナノバブルがバナナの追熟に及ぼす
影響を解析した。未熟状態のバナナ果実
（Bobby：低地栽培と Sweetio：高地栽培の 2
種類）を、エチレンナノバブルを含む水溶液
に 5分間浸漬後、成熟進度を解析した。エチ
レンナノバブルを作用させたバナナではコ
ントロールと比較して、果皮色の変化、クロ
ロフィルの減少、硬度低下、糖度上昇が非常
に短い時間でみられた。また、エチレンナノ
バブルとMeJAを作用させることで追熟促進
効果がみられた。 
 さらに、本研究で開発した技術は、ニチニ
チ草やイチイの水耕栽培（植物工場のモデ
ル）による有用物質の分泌生産促進、大腸菌
の不活化、果実表面の農薬の洗浄など、幅広
い分野で活用できることが示唆された。 
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